Summary: Serra AP, Ashmawi HA -Influence of Naloxone and Methysergide on the Analgesic Effects of Low-Level Laser in an Experimental Pain Model.
INTRODUCTION
According to the International Association for the Study of Pain (IASP), pain is an unpleasant sensory or emotional experience associated with real or potential tissue damage or described in terms of such damage 1 .
The search for ways to control and treat the different types of pain has been constant. Currently, several methods of analgesia are used. Low-Level Laser (LLL) has been used by surgeons to reduce healing time and comorbidities in the surgical wound, by ophthalmologists to reduce pain caused by glaucoma and treatment of retinopathy of prematurity, by dermatologists in the treatment of lichen planus, dermatitis, and keloids, and by dentists in the treatment of oral mucositis and orofacial pain [2] [3] [4] [5] [6] [7] [8] [9] .
Several mechanisms of action have been proposed to explain the therapeutic and analgesic properties of LLL. Analgesia seems to be due to the temporal and spatially coherent light emission of parallel waves of the same length, with synchrony of peaks and valleys 10 . Effects like biomodulation, ability to stimulate cellular division, vasodilation by the release of nitrous oxide, increase in cortisol levels and protein synthesis, and an increase in intracellular calcium and in the activity of superoxide dismutase have also been associated with LLL analgesia [11] [12] [13] [14] [15] [16] . Another possible mechanism of action would be through the activation of intracellular chromophores present in mitochondria 17 . The hypothesis of three mechanisms of action of LLL has also been suggested: a) photodynamic action on cellular membranes along with an increase in intracellular calcium levels and cellular stimulation; b) photoreactivity of copper-zinc superoxide dismutase (SOD), and c) photolysis of the metallic complexes of nitrous oxide (NO) with the release of this vasodilator, and those characteristics of the laser are responsible for its regenerative and vasodilator effects 15 .
It has also been suggested that singlet oxygen would stimulate RNA and DNA synthesis due to changes in photo absorbing molecules, such as porphyrins and flavoproteins 10 .
The mechanisms mentioned are, mainly, secondary to the intracellular actions of LLL, but it is not clear whether LLL acts directly in the cells or through a second messenger. An anti-inflammatory effect of LLL has been demonstrated 18 . The mediation of the analgesic effect by opioid receptors has been investigated; however, the results are controversial, since opioid receptor-induced 18, 19 , as well as opioid receptor independent 20 , effects have been reported. The influence of serotonergic receptors on LLL analgesia has not been reported. One can observe that a consensus on the mechanism of action of LLL does not exist and, therefore, the aim of this study was to investigate the role of opioid and serotonergic receptors on LLL analgesia in an inflammatory pain model induced by carrageenin in rat paw.
METHODS
Fifty Wistar male rats weighing 250 to 300 grams, provided by the Vivarium of the Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (FMUSP) where they were kept for at least 15 days before the study with three animals per compartment for adequate adaptation, being fed with commercial balanced meals and water ad libitum, 12-hour day-light cycle, and temperature ranging from 19° to 25°C.
Ethical standards for experiments in conscious animals of the International Association for the Study of Pain (IASP) 21 were followed. This study was approved by the Research Projects Ethics Committee (CAPPesq) of the Hospital das Clí-nicas of FMUSP (study registered under number 1513, CAPPesq project number 0956/07). All experiments were undertaken in the Medical Investigation Laboratory 08, FMUSP.
The software Power and Sample Size Program, version 2.1.30 ® was used to calculate the sample size with the following parameters: study power of 80% to detect differences between means above 0.33 with level of significance of 0.05, and standard deviation of 0.45 units. Ten rats per group were necessary to fulfill those parameters.
Animals were randomly separated into five groups, with 10 rats per group. Each animal received an injection of 200 µg of carrageenin λ (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) diluted in saline for a total of 100 µL, in the plantar region of the left hind paw to induce pain 22 . Forty-five minutes after the injection of carra geenin animals were restrained and 50 µL of saline was injected in the left hind paw (Control, White Light, and LLL Groups); 1 µg/paw of naloxone (Cristália Prod. Quim. Farm., Brazil) in 50 µL volume in the posterior hind paw (LLL + Naloxone Group), and 1 µg/paw of methysergide (SigmaAldrich, Saint Louis, MO, USA) in 50 µL volume in the left hind paw (LLL + Methysergide Group).
Fifteen minutes after the administration of saline, naloxone, or methysergide, according to the group, the animals received the first application of white light or LLL. The second application was done one hour after the first one, according to the information in Box I.
A semiconductor InGaAIP visible laser diode (Photon Lase III, DMC, São Carlos, Brazil) with wavelength of 660 nm, fluency of 2.5 J.cm -2 was used based on the following parameters: potency of 15x10 -3 W, tip with 0.028 cm 2 , 2 mm from the skin of the rat paw for 5 seconds 14, 23 .
Von Frey filaments were used to evaluate carrageenininduced mechanical hyperalgesia. Animals were placed over a raised plastic mesh (21x27x15 cm) with 12x12 mm openings, with a transparent plastic cover and, after the adaptation period, they were tested with Frey nylon filaments (Stoelting Co, Wood Dale, IL, USA). Filaments were applied, perpendicular to the paw of the animal, through the openings of the plastic mesh, with increasing force, between 10 mN and 250 mN. If an animal did not show any response to the 250 mN filament, the use of the 522 mN (the following filament) filament was considered. Three measurements, with intervals of 5 and 10 minutes, were obtained and the smallest of the three measurements was considered the threshold. Measurements were performed in both hind paws before the administration of the antagonists and 1 hour, 2 hours, 3 hours, and 4 hours after the administration of carrageenin.
The generalized linear model (GLM), a type of statistical test used to compare the curves obtained as a whole, was used for the statistical analysis. Analysis of Variance (ANO-VA) was used to compare the results at each moment (0, 1, 2, 3, and 4 hours). The level of significance smaller than five per cent (p < 0.05) was adopted. The statistical analysis software SPSS 13.0 was used. Results were expressed as mean ± SEM. Carrageenin, saline, and antagonists were administered by the same investigator (APS), who also performed the algesimetric test. Table I shows the results obtained by the generalized linear model (GLM). The results presented are related with the effects of group interaction and time, i.e., comparing the curves as a whole always between two groups. Laser Group -it was different from the Control group in the generalized linear method analysis (p = 0.032). Comparing the results between different hours, a significant difference was observed at 3 and 4 hours when compared to the Control group (Chart 1).
RESULTS
White Light Group -it did not differ from the control group in the generalized linear model analysis, but it differed from the Laser group. Using the hour-to-hour comparison, the difference between both groups was seen at the fourth hour after the administration of carrageenin (Chart I).
Laser + Naloxone Group -the LLL + Naloxone group did not differ from the control group, but a significant difference was observed when it was compared to the Laser group, with an increase in hyperalgesia. Comparing the hour-to-hour results, a difference was observed at moments 3 and 4 hours in relation to the Laser group (Chart 1).
Laser + Methysergide Group -the LLL + Methysergide group differed from the Control group in the generalized linear model analysis, but differences were not observed when it was compared to the Laser group. Comparing the results hour-to-hour, the difference was observed at 2, 3, and 4 hours (Chart 1).
DISCUSSION
In the search for new analgesic and anti-inflammatory methods Low-Level Laser (LLL) seems promising, since it is effective in reducing inflammatory pain with few side effects 18 . The effects of LLL are dose-dependent, and a response is not observed when sub-or super-dosage is used, but effective analgesia is observed when used in adequate doses 14, 23 . As expected, the LLL in the parameters used here proved to produce analgesia, increasing significantly the mechanical hyperalgia threshold in animals in the Laser Group when compared to the Control Group. The White Light Group (source of common non-monochromatic, non-coherent light) used as a second control did not produce analgesia either.
The interaction between LLL-induced analgesia and opioid receptors is controversial. Low-Level Laser increases the peripheral release of opioids through migration of immune system cells, with local release of beta-endorphin, which is antagonized by naloxone 18, 19 ; on the other hand, another study using a carrageenin-induced pain model did not demonstrate that the effects of LLL were antagonized by naloxone 20 . The models and laser doses used differed among the studies, as well as the route of naloxone administration, intraperitoneal or intraplantar 20 . The present study demonstrated mediation of the analgesia by naloxone, which is similar to the results of previous studies 18, 19 .
Naloxone has an onset of action of two minutes, with duration of action dependent on the dose and route of administration. It has a half-life ranging from 43 to 90 minutes, and duration of action of approximately 1.5 hour 24, 25 . In the present study, naloxone was applied 15 minutes before the first dose of LLL and 1h15min before the second dose, and its concentrations were adequate during the applications of the LLL. Although naloxone crosses the blood-brain barrier, in the dose of 1 µg/paw it only antagonizes peripheral opioid effects without a systemic effect 26, 27 . Naloxone is a non-specific opioid receptor antagonist, with higher affinity for µ and < receptors and lower affinity for δ receptors. As a function of the higher affinity for µ and < receptors, it is possible that the analgesic effect of LLL is mediated by those two receptors. Since the affinity of naloxone for δ receptors is smaller, it is not possible to determine the role of this receptor in LLL-induced analgesia, and the use of a specific antagonist would be interesting.
The role of serotonin (5-HT) on LLL analgesia had not been investigated. Serotonin has several different types of receptors (5-HT 1 , 5-HT 2 , 5-HT 3 , 5-HT 4 , 5-HT 5 , 5-HT 6 , 5-HT 7 ) in different tissues with different functions. In the peripheral nervous system, serotonin has been associated with the pronociceptive effect 28, 29 . However, it has been indicated that the 5-HT 1 receptor is pro-nociceptive and analgesic 29, 30 . Due to this uncertainty, we used methysergide, an antagonist of 5-HT 1 , 5-HT 2 , and 5-HT 7 receptors, to determine whether LLLinduced analgesia is mediated by peripheral 5-HT 1 receptors, which was not confirmed by the results observed, in which the analgesic pattern of LLL is maintained in the presence of methysergide. Since the effects of the LLL were not potentiated either, the evidence indicates that its analgesic function is independent of peripheral 5-HT 1 , 5-HT 2 , and 5-HT 7 receptors.
The results of the present study support, at least partially, the hypothesis that LLL-mediated analgesia is mediated by peripheral opioid receptors, but not by peripheral serotonergic receptors.
Influência da
Naloxona e Metisergida sobre o Efeito Analgésico do Laser em Baixa Intensidade em Modelo Experimental de Dor André Peres e Serra 1 , Hazem A Ashmawi 2 Resumo: Serra AP, Ashmawi HA -Influência da Naloxona e Metisergida sobre o Efeito Analgésico do Laser em Baixa Intensidade em Modelo Experimental de Dor.
Justificativa e objetivos:
A fototerapia com laser (LPT) é um método analgésico promissor, embora seu mecanismo de ação não seja totalmente conhecido. O objetivo deste estudo foi avaliar se a ação da LPT é dependente da ativação de receptores opioides ou serotoninérgicos periféricos. 
Método

INTRODUÇÃO
A dor é definida pela Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP) como uma experiência sensorial ou emocional desagradável, associada à lesão tecidual real ou potencial ou descrita nos termos dessa lesão 1 .
A procura por formas de controle e tratamento dos diversos tipos de dor tem sido constante. Vários métodos analgésicos são empregados na atualidade. O laser em baixa intensidade (LBI) tem sido utilizado por cirurgiões para diminuir o tempo de cicatrização e a ocorrência de comorbidades na ferida operatória, por oftalmologistas na redução da dor causada por glaucoma e para tratamento da retinopatia da prematuridade, por dermatologistas para tratamento de líquen plano, dermatites e queloides e por dentistas no tratamento da mucosite oral e dores orofaciais 2-9 .
Vários mecanismos de ação têm sido propostos para explicar as propriedades terapêuticas e analgésicas do LBI. A analgesia parece dever-se à emissão luminosa coerente temporal e espacialmente com emissão de ondas paralelas de mesmo comprimento, com picos e vales em sincronia 10 . Efeitos como biomodulação, capacidade de estimular a divisão celular, vasodilatação por liberação de óxido nítrico, aumento de cortisol e da síntese proteica, aumento do cálcio intracelular e da atividade da superóxido dismutase também têm sido associados à analgesia do LBI [11] [12] [13] [14] [15] [16] . Outro possível mecanismo de ação ocorreria por meio da ativação de cromóforos intracelulares presentes nas mitocôndrias 17 . A hipótese de três mecanismos de ação do LBI também foi sugerida: a) ação fotodinâmica nas membranas celulares acompanhada por aumento dos níveis de cálcio intracelular e da estimulação celular; b) fotorreativação da cobrezinco superóxido dismutase (SOD) e c) fotólise dos complexos metálicos do óxido nítrico (NO) com liberação desse vasodilatador, sendo essas características do laser responsáveis por seu efeitos regenerativo e vasodilatador 15 .
A ação do oxigênio singleto, que estimularia a síntese de RNA e de DNA devido à alteração de moléculas fotoabsorventes, como porfirinas e flavoproteínas, também foi proposta como mecanismo de ação do LBI 10 .
Os mecanismos apresentados são principalmente decorrentes de ações intracelulares do LBI. Não está claro se o LBI age diretamente na célula ou através de segundo mensageiro. Efeito anti-inflamatório gerado pelo LBI foi demonstrado 18 . A mediação do efeito analgésico por receptor opioide foi estudada; entretanto, os resultados são conflitantes, tendo sido relatado efeito mediado por receptor opioide 18, 19 , assim como independente de receptor opioide 20 . A influência de receptores serotoninérgicos na analgesia do LBI não foi relatada. Observa-se que não há consenso sobre o mecanismo de ação do LBI e este estudo teve como objetivo estudar os papéis de receptores opioides e serotoninérgicos na analgesia do LBI em modelo de dor inflamatória induzida por carragenina em pata de ratos. Os animais foram aleatoriamente separados em 5 grupos, com 10 ratos em cada. Cada animal recebeu injeção de 200 µg de carragenina λ (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Estados Unidos), dissolvidos em solução fisiológica 0,9%, volume total de 100 µL, na região plantar da pata posterior esquerda para indução da dor 22 . Após período de 45 minutos da injeção da carragenina, os animais foram restringidos e receberam aplicação de solução fisiológica 0,9% em volume de 50 µL na pata posterior esquerda (Grupos Controle, Luz Branca e LBI), 1 µg/pata de naloxona (Cristália Prod. Quim. Farm., Brasil) em volume de 50 µL na pata posterior esquerda (Grupo LBI + Naloxona) e 1 µg/pata de metisergida (SigmaAldrich, Saint Louis, MO, Estados Unidos) em volume de 50 µL na pata posterior esquerda (grupo LBI + Metisergida).
MÉTODO
Após 15 minutos da aplicação de solução fisiológica 0,9%, naloxona ou metisergida, de acordo com cada grupo, os animais receberam a primeira aplicação de luz branca ou LBI. A segunda aplicação foi realizada 1 hora após a primeira, segundo informações apresentadas no Quadro 1.
O equipamento laser utilizado foi um diodo semicondutor em meio ativo InGaAIP (Photon Lase III, DMC, São Carlos, Brasil), com comprimento de onda da 660 nm, fluência de 2,5 J.cm -2 , definida a partir dos seguintes parâmetros: potência de 15 × 10 -3 W, ponteira de 0,028 cm 2 , a 2 mm de distância da pele da pata do rato, por 5 segundos 14, 23 .
A avaliação da hiperalgesia mecânica induzida pela carragenina foi avaliada através da utilização de filamentos de von Frey. Os animais foram colocados sobre uma tela plástica elevada (com dimensões 21×27×15 cm) com aberturas de 12×12 mm, recobertos com caixa plástica transparente e, após perío-do de aclimatação, testados com filamentos de nylon de força previamente conhecida (Stoelting Co., Wood Dale, IL, Estados Unidos). Os filamentos foram aplicados perpendicularmente à pata do animal, através das aberturas da tela plástica, com forças crescentes, entre 10 SERRA, ASHMAWI administração dos antagonistas e após 1 hora, 2 horas, 3 horas e 4 horas da administração da carragenina.
A análise estatística foi realizada utilizando-se o modelo generalizado linear (GLM), um tipo de teste estatístico que teve como finalidade a comparação das curvas obtidas como um todo. Outro teste utilizado foi a análise de variân-cia (ANOVA), para comparação dos resultados em cada momento do estudo (0, 1, 2, 3 e 4 horas). Adotou-se nível de significância menor que 5% (p < 0,05). Os testes foram realizados utilizando-se o software de análise estatística SPSS 13.0. Os resultados foram expressos por meio da média ± erro-padrão.
Tanto as injeções da carragenina, de solução fisiológica e dos antagonistas, quanto o teste algesimétrico foram realizados pelo mesmo pesquisador (APS).
RESULTADOS
A Tabela I mostra os resultados obtidos pela técnica de modelo generalizado linear (GLM). Os resultados apresentados referem-se ao efeito da interação grupo e tempo, ou seja, comparando as curvas por completo, sempre entre dois grupos.
Grupo Laser -mostrou-se diferente do Grupo Controle na análise de modelo generalizado linear (p = 0,032). Comparando-se os resultados hora a hora, houve diferença significativa nos momentos 3 e 4 horas na comparação com o Grupo Controle (Gráfico 1).
Grupo Luz Branca -não se mostrou diferente do Grupo Controle na análise de modelo generalizado linear, mas foi diferente do Grupo Laser. Usando-se a comparação hora a hora, a diferença entre os dois grupos ocorreu na quarta hora após a administração de carragenina. (Gráfico 1).
Grupo Laser + Naloxona -o Grupo LBI + Naloxona não se mostrou diferente do Grupo Controle, mas houve diferença significativa quando comparado com o Grupo Laser, com aumento da hiperalgesia. Comparando-se os resultados hora a hora, verificou-se que a diferença com relação ao Grupo Laser ocorreu nos momentos 3 e 4 horas. (Gráfico 1).
Grupo Laser + Metisergida -o Grupo LBI + Metisergida mostrou-se diferente do Grupo Controle na análise de modelo generalizado linear, não havendo diferença significativa quando comparado com o Grupo Laser. Comparando-se os resultados hora a hora, verificou-se que a diferença ocorreu nos momentos 2, 3 e 4 horas. (Gráfico 1).
DISCUSSÃO
Na busca por métodos analgésicos e anti-inflamatórios novos, o laser em baixa intensidade (LBI) parece ser promissor, por diminuir a dor inflamatória de forma eficaz e produzir poucos efeitos colaterais 18 . Os efeitos do LBI são dependentes da dose, não se obtendo a resposta esperada quando empregado em sub ou superdosagem, mas observando-se efeito analgésico eficaz quando utilizado em doses adequadas 14, 23 . Como esperado, o LBI nos parâmetros utilizados por este estudo mostrou ser analgésico eficaz, aumentando significativamente o limiar de hiperalgesia mecânica nos animais do Grupo Laser em comparação ao Grupo Controle. O Grupo Luz Branca (fonte de luz comum, não monocromática e não coerente), utilizado como um segundo controle, também não apresentou efeito analgésico.
A interação entre a analgesia do LBI e os receptores opioides ainda é sujeita a debates. O LBI aumenta a liberação periférica de opioides por meio da migração de células do sistema imune, com liberação de betaendorfina local e antagonizado por naloxona 18, 19 ; por outro lado, outro trabalho utilizando modelo de dor induzida por carragenina não conseguiu Tabela I -Análise Descritiva Obtida pela Técnica de Modelo Generalizado Linear (GLM) 18, 19 . A naloxona tem início de ação após 2 minutos, apresentando tempo de ação dependente da dose e da via de administração utilizadas. Possui meia-vida de 43 a 90 minutos e duração de ação de aproximadamente 1,5 hora 24, 25 . No presente estudo, a naloxona foi utilizada 15 minutos antes da primeira aplicação e 1 hora e 15 minutos antes da segunda aplicação do LBI, estando em concentração adequada durante as aplicações. Apesar de atravessar a barreira hematoencefálica, a naloxona, quando utilizada na dose de 1 µg/pata, antagoniza somente o efeito opioide periférico, sem apresentar efeito sistêmico 26, 27 .
A naloxona é um antagonista de receptor opioide inespecí-fico, apresentando maior afinidade sobre os receptores µ e κ e menor em receptores δ. Em função da maior afinidade pelos receptores µ e κ, é provável que o efeito analgésico do LBI seja mediado por esses dois receptores. Como a afinidade da naloxona pelos receptores δ é menor, não é possível determinar o papel desse receptor na analgesia provocada pelo LBI, sendo interessante a utilização de antagonista específico.
O papel da serotonina (5-HT) na analgesia do LBI ainda não havia sido estudado. Há diferentes tipos de receptores para serotonina (5-HT 1 , 5-HT 2 , 5-HT 3 , 5-HT 4 , 5-HT 5 , 5-HT 6 , 5-HT 7 ), presentes em diferentes tecidos, com funções variáveis. No sistema nervoso, na periferia, a serotonina tem sido associada ao efeito pró-nociceptivo 28, 29 . Entretanto, o receptor 5HT 1 parece ter ação analgésica em modelo de dor neuropática, não estando claro se o efeito analgésico é central ou periférico 30 . O receptor 5-HT 1 tem sido apontado tanto como pró-nociceptivo como analgésico 29, 30 . Em função dessa dúvida, utilizou-se a metisergida, que é antagonista 5-HT 1 , 5-HT 2 e 5-HT 7 , para avaliar se a analgesia do LBI seria mediada por receptores 5-HT 1 presentes na periferia, o que não se comprovou pelos resultados obtidos, nos quais o padrão da analgesia do LBI foi mantido na presença da metisergida. Como o efeito do LBI também não foi potencializado, há indícios de que sua ação analgésica seja independente dos receptores serotoninérgicos 5-HT 1 , 5-HT 2 e 5-HT 7 presentes na periferia.
Os resultados obtidos neste trabalho dão suporte de que, pelo menos parcialmente, o efeito analgésico do LBI seja mediado por receptores opioides periféricos, mas não mediado por receptores serotoninérgicos periféricos. Justificativa y objetivos: La fototerapia con láser (LPT) es un mé-todo analgésico promisorio, aunque su mecanismo de acción no se conozca en su totalidad. El objetivo de este estudio fue evaluar si la acción de la LPT es dependiente de la activación de receptores opioides o serotoninérgicos periféricos.
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Método: Se usaron ratones Wistar machos. El dolor generado fue de carácter inflamatorio, a través de la inyección de carragenina en la pata posterior izquierda de los ratones. El láser utilizado fue el GaIAsAl (660 nm), fluencia de 2,5 J.cm -2 . Se analizó la hiperalgesia mecánica utilizando filamentos de von Frey. Los animales se dividieron en cinco grupos: Carragenina; Láser (LPT); Luz no coherente; LPT + Naloxona y LPT + Metisergida.
Resultados: La fototerapia con láser en baja intensidad demostró ser un método analgésico eficaz, mientras que el uso de la fuente de luz no coherente no demostró poseer ningún efecto analgésico. El uso de naloxona bloqueó el efecto analgésico del LPT, mientras que el uso de metisergida no afectó la analgesia del LPT.
Conclusiones:
La LPT en los parámetros utilizados tuvo un efecto analgésico. La analgesia de la LPT es mediada por receptores opiói-des periféricos. La LPT parece que no interactúa con los receptores serotoninérgicos periféricos.
